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Description 

L'invention se rapporte a la preparation de thiols, notam merit de thiols naturels aromatisants par bioconversion. 
Les thiols sont parmi les substances volatiles contenant du soufre ceiles que Ton estime responsabtes de ta note 
s viandee de differentes viandes, par exemple de poulet, de boeuf et de pore, ou qui sont des composants de i'ardme de 
cafe. 

Les arOmes de viandes sont generalement produrts par reaction thermique entre un sucre reducteur et un acide 
amine en presence d un compose contenant du soufre comme source de sutfure, par exemple la cysteine, a tempera- 
ture elevee pendant une certaine duree, le cas echeant en presence de graisse. Une telle reaction fournit un melange 
10 complexe de substances aromatiques entrant dans la composition de I'ardme de viande. 

Le but de la presente invention est de mettre a disposition des thiols naturels susceptibles de servir d'ingredients 
d'aromatisation des aliments, obtenus par bioconversion. 

On connart, par exemple de US-A-5.182.194, Taptitude de certains micro-organism es non utilisables en alimenta- 
tion a fournir une enzyme beta-C-S-lyase susceptible de produire des thiols a partir de S-conjugues de cysteine. 
75 Le procede selon l'invention est caracterise par le fait que Ton met en presence un S-conjugue de cysteine de for- 
mule: 



20 



25 




30 

dans laquelle: 

Rj est H, C^y-alkyl. lineaire ou branche, phenyl, benzyl, 2-R 2 -2-R 3 -vinyl, 5-R 2 -furan-2-yl, S-F^-thiofuran^-yl, 

R 2 et R 3 sont semblables ou differ errts et represerrtent H ou CH 3 , 
35 R4 est H, ou forme avec un groupe 2-R 5 -5-R 6 -tetrahydrofuran-3-ylidene, 2-R 5 -5-R 6 -2,3-dirtydrofuran-3-ylidene, 

dans lequel R 5 et Rg sont semblables ou differents et represerrtent H ou CH 3 . 

ou R4 est un groupe CH(OH)R 7 et R 7 represente H. C^-alkyl ou phenyl, 

Rs. R9 et R 10 sont semblables ou differ ents et represerrtent H ou C^-alkyl. 

Rn represente H, C^-alkyl, phenyl, C^-alkoxy ou C V4 -altyamino et n est 0 ou 1, 
40 et un microorganisme utili sable en alimentation ayant une activite enzymatique de type beta-C-S-lyase. 

Dans le contexte de ('invention, un radical R 1 alkyl en C ^7 est de preference methyl, ethyl, n-propyl, isopropyl, n- 
butyl, isobutyl. sec-butyl, n-hexyl ou n-heptyl. 

Un radical R 8 a R 10 est de preference H ou methyl et R^ methyi, ethyl, phenyl, methoxy, ethoxy, methylamino ou 
45 ethylamino. 

Sous Taction de la beta-C-S-lyase. le radical cysteyl du compose conjugue est scinde en position beta du groupe 
carboxyl final, ce qui conduit au thiol correspondant. 

Lorsque n est 0, le compose forme par Taction de la beta-C-S-lyase est ainsi un alpha-mercapto aldehyde une 
alpha-mercaptocetone, un alpha-mercaptoester ou une alpha-mercaptoamide. 
so Lorsque n est 1 , le compose forme par Taction de la beta-C-S-lyase est ainsi un beta-mercapto aldehyde, une beta- 
mercaptocetone, un beta-mercaptoester ou une beta-mercaptoamtde. 

Les composes pref eres liberes par la beta-C-S-lyase sont le furfuryl thiol (FFT), le benzyl thiol, le 5-methytfurfuryl 
thiol, le 2-methytfuran-3-thiol, le 2,5<iim6thylfuran-3-thiol, le 2-m6thyl-tetrahydrofuran-3-thiol et le 3-methyl-2-butene-1- 
tWol. 

55 Ces composes contribuent de maniere significative a la generation de I'ardme de type viande, de poulet, de boeuf 
et de pore et egalement de cafe en ce qui concerne les furanthiols et le 3-methyl-2-butene-1 -thiol. 

On a constats que les composes preferes precedents peuvent etre metabolises en partie en suifure de furfuryl- 
m ethyl (Me-FFT), S-furfurylthio acetate (Ac-FFT)et bis-furfuryl disulfure (Di-FFT). Ces metabolites possedent egale- 
ment une note viandee caracteristique et peuvent contribuer egalement a la formation de I'arOme. 
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Selon I'invention, les micro-organismes entrant en ligne de compte sont tous ceux qui sont utilisables en alimenta- 
tion et susceptibles de posseder une activity enzymatique de type beta-C-S-lyase. 

Ce sont, de preference, des levures et des champignons filamenteux ou moisissures. Parmi les levures, on peut 
crter particulierement la ievure boulangere, Saccharomyces cerevisae, mais egalemerrt, par exemple, la levure de 
s biere, les levures Candida versatilis, Debaromyces hansenii, Saccharomyces bayanus, Saccaromyces rouxii. Parmi les 
champignons filamenteux, on peut citer, par exemple, Aspergillus oryzae, Penicillium roqueforti, Penicillium camem- 
berti. 

Les conjugues de cysteine susceptibles de servir de substrat dans la bioconversion selon invention peuvent Stre 
obtenus aisement par 

io reaction d'une aldehyde ou d'une cefone de formule Ri -CHO ou , R 4 -CO ou d'une cefone, d'un ester ou d'une amide 

alpha, beta- insatures de formule CR 8 , R 9 =(CR 10 ) n COR 11 , dans lesquelles R 1 a R 1 -i ont les significations precedentes, 

avec la cysteine en milieu hydro-alcoolique et a la temperature ambiante. 

La reaction dlncubation avec le micro-organisme a lieu dans des conditions deactivation de I'enzyme C-S-lyase du 

micro-organisme. Ce peut etre dans des conditions d'anaerobie, sort d'aerobie, de preference en anaerobie pendant 5 
75 a 72 h et de preference pendant 1 2 a 48 h et a pH 6-9, et de preference a pH 7-8, sous agitation moyenne a forte et a 

une temperature de 20 a 50° C et de preference autour d'environ 30° C. La concentration du substrat. c'est a dire du 

conjugue dans le bouillon est de 1 a 100 mMol et de preference de 20 a 40 mMol. 

En particulier dans le cas de la levure boulangere, on prefere operer dans des conditions d'anaerobie, par exemple 

sous gaz inerte tel que I'azote, de maniere a minimiser la generation de metabolites de la levure boulangere elle-meme 
20 et de produits de transformation, par exemple par oxydation, de tels metabolites et done d'ori enter la fermentation vers 

la production de thiols. 

La levure boulangere peut fitre mise en oeuvre sous forme de creme ou d'extrait. Elle est de preference fraTche, parti- 
culierement de 0 a 18 j. et avantageusement de 0 a 8 j, conservee au refrigerateur. 

L'incubation peut se faire par addition du substrat en une ou plusieurs fois, et de preference de maniere progres- 

25 sive, en tenant compte de la cinetique de la reaction enzymatique, de sorte que ce dernier n'inhibe pas I'activite de 
I'enzyme. Dans le meme ordre d'idees, on peut prevoir, par exemple d'augmenter la quantity de substrat et d'extraire 
les thiols volatils au fOr et a mesure de leur production, de maniere a augmenter le rendement et la vrtesse de reaction 
de la lyse. A cet effet, on peut par exemple fixer les composes aromattques volatils sur un support, par exemple une 
resine, et les en eluer ensurte. On peut egalemerrt proceder a leur extraction durant l'incubation dans un milieu bipha- 

30 sique a I'aide d'un sotvant non miscible a I'eau, de preference de qualite alimentaire, par exemple le pentane ou 
I'hexane. 

Apres l'incubation, on peut extraire les thiols avec un solvant, de preference de qualite alimentaire, par exemple le 
pentane ou I'hexane et les purifier par les mefhodes classiques connues par I'homme du metier. 

En variante, on peut extraire les thiols formes dans le sumageant que Ton peut separer, par exemple par cerrtrifu- 
35 gation, puis le cas echeant concentrer et secher, par exemple par pulverisation ou lyophilisation en presence d'un sup- 
port sol id e, par exemple de maftodextrine. Le sechage a lieu dans des conditions moderees. par exemple a 
temperature < a 70° C sous vide. 

Llnverttion concerne egalemerrt ('utilisation du produit de la reaction precedente contenant les thiols et leurs meta- 
bolites dans un aliment, tel quel, dans une composition aromatisante ou comme renforcateur d'ardme. 
40 De tels ardmes peuvent etre incorpores dans des aliments destines a la nourriture humaine ou animale. Dans le 
present expose, on entend par micro-organisme utili sable en alimentation, tout micro-organisme de qualite alimentaire, 
que ce sort en alimentation humaine ou animale. 

Les exemples ci -apres illustrent I'irrvention. Dans ceux-ci, les pourcentages et parties sont en poids, sauf indication 
contraire. 

45 

Exemples 1-4 

1.1. Preparation de creme de levu re boulangere 

so On darrf ie de la creme de levure boulangere du commerce, Saccharomyces cerevisae a 22-28 % de matiere seche 
par centrifugation et on elimine le surnageant On melange ensurte le culot avec une solution aqueuse a 0,1 M de tam- 
pon phosphate de pH 7,5. 

1.2. Preparation du conjuaue cysteine-furfural ou acide 2-(2-furyl)-1 3-thiazolidine-4-carboxylique 

55 

On dissout 7,7 g (63,6 mmol) de cysteine dans 200 ml d'une solution aqueuse a 40 % d'ethanol dans un reacteur. 
On ajoute ensurte goutte a goutte une solution de 7 g (72,9 mmol) de furfural dnans 20 ml d'ethanol sous agitation. On 
laisse la solution jaune claire sous agitation et on constate rapparition d'un predprte au bout d'1 h. Apres avoir place te 
reacteur dans un bain de glace pendant 1 h, on separe le precipite par filtration, on le lave dans 2x 50 ml d'ethanol et 
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on le seche sous pression reduite. On obtient ainsi 10,95 g d'une poudre blanchatre de conjugue cysteine-furfural avec 
un rendement de 86,5 %. 

La structure du compose, verifiee par spectrograph! e de masse a impact d'electron (MS/EI) et par resonance 
magnetique nucleaire du proton dans le dimethyl sulfoxyde ( 1 H-NMR) montre la presence de deux diastereoisomeres 
5 cis/trans dans le rapport 1 : 2. 

1.3. Incubation 

On place alors 100 ml de la creme de cellules entieres de levure boulangere precederrte dans un reacteur equipe 
w d'une electrode a pH, d un refrigerant et d'un agrtateur magnetique tournant a 600 t/min. Le reacteur est place dans un 
bain d'huile thermostate a 30° C. Le reacteur est relie a un pH-stat maintenant le pH a la valeur choisie (6,9 ou 8) par 
adjonction d'une solution aqueuse 2N d'hydroxyde de sodium. Dans le cas d'un essai en anaerobie, on fait barboter de 
Tazote dans la suspension pendant 15 min. au moyen d'un tube a la sortie du refrigerant et on maintient le reacteur 
sous azote pendant la duree de I'incubation. On y ajoute ensuite 0,4 g (2 mmol), respectivement 0,8 g (4 mmol) d'acide 
75 2-(2-furyl)-1 ,3-thiazolidine-4-carboxylique. On prend des echantillons de 5 ml a differerrts temps d'incubation. 

1 r 4. Analyse des r^sulfots de la friocQnyersion 

Apres avoir ajuste le pH de rechantillon a 4 avec une solution aqueuse 2N d'acide chlorhydrique, on y ajoute 500 
20 microlitre d'une solution de benzyl thiol dans le pentane (2000 ppm., partie par million) en tant que standard interne. 
Apres addition de 3 g de chlorure de sodium, on extrait rechantillon avec 3x 15 ml d'ether diethylique, on separe les 
extraits du milieu reactionnel par centrifugation (15 min.. 5000 t/min), on les combine, on les seche sur sulfate de 
sodium, on les concentre dans une colonne de Vigreux en un volume de 2 ml et on entrepose la solution concentree 
obtenue dans un congelateur a - 20° C jusqu'a I'analyse. 
25 L'analyse par chromatographic gazeuse est effectuee sur chromatog raphe Carlo Erba Mega 2 equipe d'un injec- 
teur a froid et d'un detecteur d'ionisation de flamme (GC-FID). On utilise un detecteur photometrique de flamme (GC- 
FPD) pour les composes soufres. Les colonnes capillaires sont DB-5. DB-1 701 , DB-Wax et DB-FFAR 30 m x 0,32 mm. 
epaisseur de film 0,25 micron, J&W Scientific, Folsom, USA. Le gaz vecteur est I'helium (65 kPa) avec complement 
d'azote (40 kPa) pour la GC-FID. On calcule les indices de retention (Rl) par interpolation lineaire. 
30 Les analyses ont ete confirmees par I'etablissement de spectres produits par couplage d'un chromatographe 
gazeux a un spectrographe de masse a impact d'electron (GC/Et-MS, HP 5890/HP 5971) dans les m ernes conditions 
operatoires que pour GC-FID. 

Les resultats pour les composes soufres principaux sont indiques dans le tableau 1 relatif a Tincubation aerobie et 
dans le tableau 2 concernant I'incubation anaerobie ci-apres. 

35 



Tableau 1 



Compose 


Rl (DB- Wax), 
HD 


Rl (DB- Wax), 
FPD 


Rl (FFAP), FPD 


Rl (DBS), FPD 


Rl (DB-1701), 
FPD 


S-Methyl thio- 
acetate 


1037 


1039 


1048 






S-Ethyl thio- 
acetate 


1087 


1088 


1090 






AckJe thioace- 
tique 




1148 






713 


Diethyl disutfure 


1208 


1192 








2-Thio-1-ethanol 




1502 


1500 






S-Furfuryl-thio 
thioacetate 


2215 


2217 








FFT 


1434 


1438 


1437 


908 


1000 


Me-FFT 


1486 


1487 


1487 


998 


1091 


Ac-FFT 


1768 


1769 


1770 


1159 


1276 


Di-FFT 


2570 


2570 


2602 


1690 


1864 
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Tableau 2 



Com- 
pose 


Rl (DB- Wax), RD 


Rl (DB- Wax), FPD 


Rl (FFAP), FPD 


Rl (DB5), FPD 


Rl (DB- 1701), FPD 


FFT 


1435 


1440 


1438 


911 


1000 


Me-FFT 


1487 


1487 


1487 


998 


1091 


Ac-FFT 


1768 


1768 


1769 


1159 


1276 


Di-FFT 




2570 


2600 


1689 


1864 
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On constate que I'incubation aerobie produit d'autres composes soufres en plus de ceux recherches (FFT, Me-FFT, 
Ac-FFT et Di-FFT). Ces autres composes resultent probablemerrt de la metabolisation de la cysteine. 
L'incubation anaerobie produit principalement les composes recherches. 

Le tableau 3 ci -apres donne le rendement en FFT, calcule en % du conjugue de depart en fonction des conditions 
d'incubation. Dans les exemples 1 -4, la levure mise en oeuvre est agee de 4 j. 



Tableau 3 



Exemple 


1 


2 


3 


4 


Aerobie 


+ 








Anaerobic 




+ 


+ 


+ 


PH 


6,9 


6,9 


6.9 


8 


Concentration du substrat (mM) 


20 


20 


40 


20 


Rendement en FFT (%) apres (j) 










1 


25,4 


14 


2,2 


36,9 


2 


15 


27,8 


5 


27,5 


3 


11 


26 


6 


16 


4 


6 


24 


5 


12 


7 


2 


8 


6 


8 



Exemple 5 

On effectue rincubation dans les memes conditions que pour r exemple 2, sauf que la levure a 8 j. Le tableau 4 ci- 
apres donne le rendement total en FFT et ses metabolites ainsi que les rendements individuels. 



Tableau 4 



Rendement (%) 


Apres 1 
J 


Apres 2 
i 


Apres 3 

i 


Apres 4 
i 


Apres 7 
J 


Total 


8,1 


16,5 


17,4 


18,1 


16,6 


FFT 


6,2 


15 


14 


12,5 


13,2 


Me-FFT 




0,5 


0,5 


1 


0,5 


Ac-FFT 


1.9 


1 


1.9 


2,6 


0,5 


Di-FFT 






1 


2 


2,4 
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Exemple 6 

5 On effectue I'incubation dans les mGmes conditions que pour I'exemple 4, sauf que la levure a 8 j. Le tableau 5 ci- 

apres donne le rendement total en FFT et ses metabolites ainsi que les rendements individuels. 



Tableau 5 



Rendement (%) 


Apres 1 
J 


Apres 2 
J 


Apres 3 
J 


Apres 4 
J 


Apres 7 
J 


Total 


41 


32 


22 


17 


24 


FFT 


37 


28 


17 


13 


8 


Me- FFT 












Ac-FFT 


2 










Di-FFT 


2 


4 


5 


4 


16 
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Exemple 7 

25 On effectue I'incubation dans les memes conditions que dans I'exemple 2, sauf que I on utilise de la levure fraiche 
(0 j) et respectivement de 18 j. Pour effectuer i'incubation avec une levure de 18 j, on conserve la levure au refrigerateur 
a 4° C. Juste avant ('utilisation, on elimine la solution de tampon phosphate par centrifugation et on la remplace par un 
meme volume de solution tampon fratche. Le tableau 6 ci-apres donne le rendement en FFT 

30 

Tableau 6 



Rendement FFT (%) 


Apres 1 
J 


Apres 2 
J 


Apres 3 
J 


Apres 4 
1 


Apres 7 
J 


Levure fratche 


1 


16 


24 






Levure de 18 j 


13 


22 


22,5 


20 


9 


• : Non determine. 



40 

Exemples 8-10 

En procedant comme a I'exemple 2, on realise I'incubation des conjugues : 

45 

8. Cysteine-benzaldehyde et on obtient sa bioconversion en benzyl thiol. 

9. 5-Methyl-furfuryt-cysteine et on obtient sa bioconversion en 5-methyl-furfuryl thiol et 

so 10. 2-Methyl-tetrahydrofuranyl-cysteine, ce qui conduit au 2-methyl-tetrahydrofuran-3-thiol. 
Exemples 11-13 

En procedant de maniere analogue a l exemple 2, on obtient la transformation de cysteine-furfural en FFT en I'incu- 
ss bant avec les micro-organismes: 

1 1 . Candida versatilis. 

12. Debaromyces hansenii et 



6 



EP 0 770 686 A1 



13. Saccharomyces bayanus. 
Revendtcatl ns 

1 . Procede de preparation de thiols, notamment de thiols naturels aromatisants par bioconversion, caracterise par le 
fait que Ton met en presence un S-conjugue de cysteine de formule: 




20 

dans laquelle: 

Rt est H, C<\-7 -alkyl, lineaire ou branch e, phenyl, benzyl, 2-R 2 -2-R 3 -vinyl, 5-R 2 -furan-2-yt, 5-R2-thiofuran-2-yl, 

R2 et R 3 sont semblables ou differents et representent H ou CH 3 , 
25 R 4 est H, ou forme avec R<| un groupe 2-R 5 -5-R 6 -tetrahydrofuran-3-ylidene ( 2-R 5 -5-R 6 -2,3-dihydrofuran-3-yli- 

dene, dans lequel R 5 et sont semblables ou differents et representent H ou CH 3 , 

ou R 4 est un groupe CH(OH)R 7 et R 7 represerrte H, C^-alkyt ou phenyl, 

Re. Rg et R 10 sont semblables ou differents et representent H ou C^-alkyt, 

Rn represents H, C^4-alKyl, phenyl, C-|. 4 -alkoxy ou C^-alkylamino et n est 0 ou 1, 
30 et un micro-organisme utilisable en alimentation ayant une activite enzymatique de type beta-C-S-lyase. 

2. Procede selon la revendication 1 , caracterise par le fait que R 1 est methyl, ethyl, n-propyl, isopropyl, n-butyl, isobu- 
tyl, sec-butyl, n-hexyl ou n-heptyl. 

35 3. Procede selon la revendication 1 , caracterise par le fait que R$a R^ est H ou methyl et R-j ^ methyl, ethyl, phenyl, 
methoxy, ethoxy, methylamino ou ethylamino. 

4. Procede selon la revendication 1 , caracterise par le fait que les composes pref eres liberes par la beta-C-S-lyase 
sont choisis parmi le furfuryl thiol, le benzyl thiol, le 5-methyrfurfuryl thiol, le 2-methytfuran-3-thiol. le 2,5-dimethyl- 

40 furan-3-thiol, le 2-methyttetrahydrofuran-3-thiol et le 3-methyl-2-butene-1 -thiol. 

5. Procede selon la revendication 1 , caracterise par le fait que le micro-organisme mis en oeuvre est la levure bou- 
langere, Saccharomyces cerevtsae. 

45 6. Proced6 selon la revendication 1 , caracterise par le fait que le micro-organisme mis en oeuvre est choisi parmi la 
levure de biere. les levures Candida versatilis, Debaromyces hansenii, Saccharomyces bayanus et Saccaromyces 
rouxii. 

7. Proced6 selon la revendication 1 , caracterise par le fait que le micro-organisme est un champignon f ilamenteux, 
so notamment Aspergillus oryzae, Penicillium roqueforti ou Penicillium camemberti. 

8. Procede selon la revendication 5. caracterise par I e fait que la reaction d' incubation avec le micro-organisme a lieu 
dans des conditions d'anaerobie, pendant 5 a 72 h et de preference pendant 1 2 a 48 h et a pH 6-9, et de preference 
a pH 7-8, sous agitation moyenne a forte et a une temperature de 25 a 40° C et de preference autour d'environ 30° 

55 C et que la concentration du substrat, c'est a dire du conjugue dans le bouillon est de 1 a 100 mMol et de prefe- 
rence de 20 a 40 mMol. 

9. Procede selon la revendication 5, caracterise par le fait que la levure boulangere est de preference fraTche, parti- 
culierement de 0 a 18 j. et avantageusement de 0 a 8 j. 
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10. Precede selon la revendication 1 ( caracterise par le fait que I'incubation comprend une addition du substrat en une 
ou plusieurs fois, et de preference de maniere progressive, en tenant compte de la cinettque de la reaction enzy- 
matique, de sorte que ce dernier nlnhibe pas I'activrte de lenzyme. 

1 1 . Precede selon la revendication 1 , caracterise par le fait que Ton augmertter la quantite de substrat et que I'on extrait 
les thiols volatits au fur et a mesure de leur production, de maniere a augmenter le rendement et la vftesse de la 
reaction enzymatique. 

12. Precede selon la revendication 1, caracterise par le fait qu'apres I'incubation, on extrait les thiols formes dans le 
surnageant que Ton separe, puis on les purrfie par les methodes connues, ou on tes concentre et les seche en pre- 
sence cTun support sol id e dans des conditions moderges, notamment a temperature < a 70° C sous vide. 

13. Utilisation du produit obtenu par la mise en oeuvre du precede selon Tune des revendications 1 a 12 contenant les 
thiols et leurs metabolites comme ingredients aromatisants. 

14. Aliment destine a ralimentation animate ou humaine caracterise par I e fait qu'il contient un produit obtenu par le 
procede selon Tune des revendications 1 a 12 ou une composition aromatique le contenant. 
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